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珪王
ccNファミリー 2億合組織成長因子(CCN2/CTGF;CCN2)ならびに骨形成因子PMP).12は共に軟骨
細胞の増殖 ･分化の両面を促進する成長因子であり,内軟骨性骨化において非常に重要な働きを示
す.また,CCN2はIGFBP∴VWC,TSP･1,CTという特徴的な4つのドメイン構造を持つタンパク質
であるが,2002年のNatureCelBiologyにCCN2はVWCドメインを介してBMPAと結合し,BMP･4に
よる形態形成作用を抑制することが報告された.このことは,内軟骨性骨化においてCCN2とBMP-2
が互いに影響を及ぼし合って機能し,更にBMP-2の軟骨細胞iこ対する作用にCCN2が何らかの影響
を与える可能性があることを示している.そこで今回,CCN2とBMP-2が分子間で相互作用するか
を明らかにすると共に,BMP-2の軟骨細胞に対する作用にCCN2が与える影響について解析した.
材料と方法
細胞培養:ヒト軟骨細胞様細胞株HCS-2/8ならびにマウス初代肋軟骨細胞は10%ウシ胎児血清含有ダ
ルベッコ変法イーグル培地p-MEM)ならびにα-MEMを用いて5%CO2気相下37oCで培養した.
遺伝子租換えタンパク質:大腸菌由来組換えBMP･2タンパク質はオステオファーマ社から供与を受け
た.Histidine(His)-tagを付加した大腸菌由来の組換えccN2タンパク質はをAoyamaらの方法で,噂
乳類細胞由来のも甲はNishidaらの方法に準じて精製した･
固榔 ヒ縮合改験:96穴プレー トにBMP-2を固相化後,His-tagを付加した全長のCCN2ならびにCCN2
の各モジュールタンパク質を添加,室温で2時間反応させた.よく洗浄した後,抗His-HRP抗体を用
いた比色分析法にて両分子の結合性を測定した.
免疫沈降･Westernblot法:HA-tagを付加したCCN2の発環プラスミドをHCS-2/細 胞にFugene6を用
いて遺伝子導入し,2日間培養した.HCS-2/8細胞を可溶化後,組換えBMP-2タンパク質を添加し,
4｡Cで2時間反応後,抗BMP･2抗体を添加して免疫沈降を行った.抗BMP-2抗体による免疫沈降後,
抗HA抗体を用いてHA-CCN2タンパク質を検出した.
表面プラズモン共鳴(SPR)分光法:生体分子の相互作用解析装置,BIACOREXを用いて,センサーチ
ップ(cM5)にCCN2を固相化後,様々な濃度のBMP-2を流して両者の結合 ･解離を光の屈折率の変化
を利用して測定した.解離定準は専用のソフトウェア(B払evaluation)を用いて求めた･
組織学的解析:胎生lS.5日腔の野生型ならびにCCN2欠損マウス成長板のパラフィン切片を作製し,
抗BMP_2抗体,抗ccN2抗休を用いて免疫染色を行った.Negativecontrolとして抗IgG抗体を用いた･
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細胞増殖拭験:HCS-2/8細胞を96穴プレー トにlX104/welの密度で播種し,24時間後にCCN2,BMP-2
あるいは両分子を共存させた状態で細胞に刺激を加え,更に24時間培養した.細胞増殖試験はMTS
法にて生細胞数を測定した.
Northernblot法:ccN2,BMP-2あるいは両分子を共存させたものをマウス肋軟骨細胞に添加して6時
間培養後,ISOGENを用いてtotalRNAを精製した.各totalRNA10pgを1%formaldehyde-agarosegelに
泳動後,Hybond-NBltersに転写し,乃peIIcolagen,aggrecan,7妙eXcolagenならびにRunx2の特異
的プローブを用いてそれぞれの辻伝子発現レベルを検出した.
プロテオグリカン合成量淵定杖験I.HCS-2/8細胞ならびにマウス肋軟骨細胞を24穴プレー トに播種し,
サブコンフルエントに達した時点でCCN2,BMP-2あるいは両分子の混合液を添加 して5時間培養
徳,37kBq/mlの【35S]sulfateを添加して更に17時間培養した.その後actinaseEにて細胞を溶解し,級
体シンチレーションカウンターを用いて一定時間内のプロテオグリカン合成量を測定した.
統計処理:全ての実験は少なくとも2回行い,同様の結果が得られた.統計分析はStudent'sttestを用
いて行った.
重量
CCN2とBMP-2の間に分子間相互作用が存在するのかどうかを同定するため,固相化結合試験な
らびに免疫沈降-westernblot法を行った.その結果,CCN2とBMP-2はBMP･2の濃度依存的に結合し,
CCN2の4つのドメイン構造のうちcTドメインと最も強く結合するものの,IGFBPドメインやWVC
ドメインともわずかに結合していることが明らかとなった.さらに,SPR分光法を用いた解析によ
り,CCN2とBMP･2は解離定数0.77nMと強い結合親和性で結合し,CCN2がBMP-2と直接的に結合す
ることが明らかとなった.
生体内においてCCN2とBMP-2が相互作用し得る部位に局在しているのかを胎生18.5日旺マウス
成長板の免疫染色にて検討した.野生型マウスにおいてCCN2,BMP-2共に成長板の前肥大軟骨細
胞層に局在が認められ,生体内においても相互作用し得る可能性が示された.興味深いことに,
CCN2欠損マウスにおいてはBMP･2の局在が野生型とは異なり,成長板の増殖層付近に静められた.
このことはCCN2がBMP-2と結合することで,BMP･2の局在を制御している可能性がある.
両分子の共存下による軟骨細胞の増殖ならびに分化に与える影響を検討した.まず,ccN2なら
びにBMP-2のシグナル伝達経路に与える影響について,Smadl/5/8,ERXln,p38MAPKのリン酸化
をWesternblot法を用いて解析した.CCN2とBMP･2の共存下ではそれぞれ単独でリン酸化された
Smaql/5/8ならびにERKl/2が抑制され,特にERKl/2のリン酸化は著明に抑制された.一方,p38
MAPXのリン酸化には影響が見られなかった.このことから両分子ゐ共存が細胞増殖に与える影響
について検討したところ,CCN2,BMP-2それぞれ単独で添加した場合に比べて両分子の共存下で
は軟骨細胞の増殖は抑制されたが,軟骨細胞の分化マーカー遺伝子,TneIcolagen;aggrecan,Twe
xcolagenあるいはRuhx2の発現レベルはそれぞれ単独で刺激した場合よりも上昇した.更に,軟骨
細胞の分化マーカーであるプ ロテオグリカン合成量も両分子の共存下では促進された.
豊塞
これらの結果から一,ccN2ならびにBMP-2はそれぞれ単独で軟骨細胞の増殖,分化の両面を促進
するが,両分子が共存することでERKl/2のシグナルを著明に減弱させ,軟骨細胞の増殖を抑制する
一方,軟骨細胞の分化マーカー遺伝子の発現を上昇させ,軟骨細胞の分化を促進することが示唆さ
れた.このことは,成長板の免疫染色にて示したようにCCN2はBMP-2と前肥大軟骨細胞層で結合
することでBMPシグナル倍達経路を修飾し,BMPl2あるいはCCN2自身による軟骨細胞の増殖なら
びに分化を調節している可能性を示しており,内軟骨性骨化におけるCCN2の新規機能が示唆され
た.
輪 文 事 査 結 果 の 要 旨
CCNファミリー 2/結合組織成長因子(CCN2/CTGF;CCN2)ならびに骨形成因子(BMP)-2は
共に内軟骨性骨化において非常に重要な働きを示す成長因子であり,両分子の内軟骨性骨化
における機能には多くの類似点が静められる.2002年にAbreuらはCCN2がBMp-4と結合して
BMp-4の機能を抑制すると報告しているが,このことはCCN2とBMP-2も互いに影響を及ぼ
し合っている可能性があることを示している.
本研究では,CCN2とBMP-2が分手間で相互作用するか否かを明らかにすると共に,BMP-2
の軟骨細胞に対する作風にCCN2が与える影響に-jいて解析することを目的として,まず
CCN2とBMP-2に直接的な相互作用が存在するのかを免疫沈降-westemvblot法,固相化結合試
験ならびに表面プラズモン共鳴(sp氏)分光法を行い検討している.その後,両分子の局在を
胎生18.5日齢マウス成長板の組織切片を用いた免疫染色にて明らかにしている.さらに,ヒ
ト軟骨細胞様細胞株HCS-2/細田胞ならびにマウス肋軟骨細胞を用いて,両分子の相互作用が
それぞれのシグナル伝達経路ならびに軟骨細胞の増殖･分化べ与える影響について検討して
.いる.
その結果,1)CCN2とBMP-2は解離定数0.77nMと強い結合親和性で直接的に相互作用して
いること,2)CCN2とBMP-2は共にマウス成長板の前肥大軟骨細胞層に局在しており,invivo
においても両分子は相互作用し得ること,3)CCN2あるいはBMP-2それぞれ単独ではERXl/2
のリン酸化が促進されるが,両分子の共存下ではコ ントロールレベルにまで抑制されたこ
と,4)CCN2とBMP-2はそれぞれ単独では軟骨細胞の増殖･分化の両方を促進するが,両分
子の共存下では軟骨細胞の増殖を抑制する一方,分化を促進し,両分子の相互作用が軟骨細
胞の増殖･分化をコントロールしている可能性があること,が示された.
これらの知見は,CCN2がBMP-2と前肥大軟骨細胞層で結合することでBMPシグナル伝達
経路を修飾し,BMP-2あるいはCCN3自身による軟骨細胞の増殖ならびに分化を調節してい
るといった内軟骨性骨化におけるCCN2の新規機能を示唆しており,本申請論文は博士(歯
学)の学位授与に十分値する論文であると判断した.
